EGIETlGn Volume 38, 2013 Artigo/Article

qQuimica

POTENCIAL DE CIANOBACTERIAS PROVENIENTES DE PESQUE-PAGUES
PARA BIORREMEDIACAO DE AGUAS CONTAMINADAS POR ARSENIO.

Danielli VVazzoller Fittipaldi, Ludmila von Randow de Abreu Bastos Pandolpho, Rosangela Barbosa de
Deus, Vera Ldcia de Miranda Guarda

Nucleo da Catedra UNESCO: 4gua, mulheres e desenvolvimento (NUCAT) - Laboratdrio de Qualidade de Aguas (LAQUA) -
Escola de Farmacia - Universidade Federal de Ouro Preto. Rua Costa Sena, 171 — 35400-000 Ouro Preto — Minas Gerais — Brasil -
31-35591630. Corresponding author: vera.guarda@gmail.com

Resumo

A poluicdo dos recursos hidricos tem trazido sérias consequéncias para 0 meio ambiente e
consequentemente para a saude coletiva. A mineracdo é uma grande responsavel pela contaminacdo da agua,
principalmente por elementos como o arsénio (As), que recebe atencdo especial de autoridades
governamentais e de saude publica, devido aos seus efeitos toxicos em concentracGes elevadas, causados
pela exposicéo prolongada dos organismos vivos, e principalmente o homem. Estudos sobre remediagéo de
areas contaminadas utilizando microrganismos (biorremediacdo) vém sendo realizados, e com isso esperam-
se obter técnicas naturais com custo relativamente baixo e que ndo comprometam ainda mais o meio
ambiente. As cianobactérias, organismos resistentes ao As, vem sendo utilizados em diversos estudos, com a
vantagem sobre os demais devido a facilidade do descarte proporcionado pela sua baixa biomassa. Este
estudo teve como finalidade verificar o potencial biorremediador de cianobactérias em diferentes
concentragdes de As, por meio de avaliagdo do seu crescimento e da sua capacidade de absorcdo. Os padrdes
de crescimento foram realizados comparando-se os teores de clorofila a (Chl a) em diferentes dosagens de
As: 0; 50,0; 150,0; e 250,0 mg/L na forma de arseniato de sodio (Na,AsHO,4.7H,0). Apbs 10 (dez) dias de
exposicdo, evidenciou-se que a producéo de chl a se alterou em fungéo da concentragdo de As, decrescendo
com o aumento da concentracdo. A andlise da absorcdo foi feita através da concentracdo de As no pélet, cujo
resultado mostrou que a absorcdo de As aumenta com a concentra¢do do metal no cultivo. Conclui-se que as
cianobactérias responderam bem a concentragdes de arsénio usadas podendo ser consideradas com bom
potencial de biorremediador para 0 mesmo.

Palavras-chave: Biorremediacdo, cianobactérias, arsénio, clorofila a, 4gua.

Abstract

The pollution of water resources has led serious consequences for the environment and for public health.
Mining is responsible for a major water contamination, mainly by elements such as arsenic (As), which has
received special attention from official governments and public health due to their toxic effects at high
concentrations, caused by prolonged exposure of living organisms, especially humans. Studies on
remediation of contaminated areas using microorganisms (bioremediation) have been performed, and
therefore are expected to obtain natural techniques with relatively low cost and without compromising the
environment even more. Cyanobacteria, organisms resistant to As, has been used in several studies, with the
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advantage over other microorganisms due to their low biomass, which facilitates disposal. This study aimed
to investigate the potential biorremediador for cyanobacteria in different concentrations of As, by evaluation
of its growth and its absorption capacity. The growth patterns were conducted comparing the content of
chlorophyll (Chl a) in different dosages: 0, 50.0, 150.0, and 250.0 mg/L in the form of sodium arsenate
(Na,AsHO,. 7H,0). After ten (10) days of exposure, it was demonstrated that the production of the chl a
changed depending on the concentration of As, decreasing with increasing concentration. The analysis to
determine the absorption of As was performed in the pellet, the results showed that the absorption of As
increases with the concentration of it in the culture. It is concluded that the cyanobacteria responded well to

such concentrations and may be considered with good potential biorremediador for arsenic.
Keywords: Bioremediation, cyanobacteria, arsenic, chlorophyll a, water.

Introducéo

Metal pesado é o termo aplicado para 0s
grupos de metais e metaldides como o cadmio
(Cd), o Cobre (Cu), o mercurio (Hg), o niquel
(Ni), o chumbo (Pb) e o zinco (Zn), que
apresentam densidade maior que 6g/cm® [1].
Porém, alguns metais como o Arsénio, que
possuem densidade menor (5,73g/cm®) é incluso
neste grupo devido a sua toxicidade [2].

A contaminacdo das aguas por metais
representa um risco em potencial a biota, pois 0s
mesmos sdo estaveis, persistentes e de carater
acumulativo [3].

A mobilidade e a toxicidade dos metais em
geral dependem do seu estado de oxidacdo e da
estrutura quimica da espécie metélica [4]. De
acordo com Borba et al.(2002) [5], o Arsénio
apresenta quatro estados de oxidagdo: As™, As™
As’ e As® e sua toxicidade é diferenciada para
formas organicas e inorganicas. E entre as
espécies inorganicas, a toxicidade € maior para a
forma de arsénio trivalente, que é considerada 60
vezes mais tdxica que a forma oxidada.

SANTOS, 2008 [2] descreve que
dependendo da dose, da modalidade e do tempo
de exposicdo, 0 arsénio pode causar varias
doencas: cancer de pele, pulméo, bexiga, rins e
figado; queratose, doengas gastrointestinais,
neuroldgicas e endocrinoldgicas e que é possivel
haver uma relagdo do consumo de arsénio com o
aumento de casos de Diabetes mellitus, abortos
espontaneos e doencas respiratorias.

A Resolugio CONAMA 357, de 17 de
mar¢co de 2005, [6] alterada pela Resolugédo
CONAM 430/11, estabelece limites entre
0,0lmg.L? a 0,14mg.L? de As em 4gua,
dependendo do seu tipo de uso. Essa resolucéo
também estabelece o limite maximo de 0,5mg.L™
de As em efluentes. Apesar disso, existem muitas
areas contaminadas, especialmente pelos rejeitos
de mineragdo, que causam SErios prejuizos
ambientais [7], [8]. Muito embora agdes
antropicas também contribuam para a contami-
nacao de aguas por arsénio.

O ser humano pode ser exposto ao arsénio
através do ar, alimento ou dgua. No entanto, agua
com altas concentracdes de arsénio é a principal
fonte de contaminacdo [9]. Estudos de areas que
apresentam concentracdes elevadas de arsénio tém
sido documentados desde a década de 60, quando
problemas de salde foram relacionados a altas
concentracfes de arsénio em &agua de consumo
humano em Taiwan, no Chile, na Argentina e em
Blangadesh [10], devido ao consumo de &guas
subterraneas provenientes de aquiferos com
formacéo geoldgica arsenifera [3].

A preocupacdo com 0 arsénio no Brasil
data da década de 90. A regido do Quadrilatero
Ferrifero em Minas Gerais € principalmente
afetada, devido a uma anomalia natural desse
elemento relacionada ao intemperismo das rochas,
acelerada pela exploracdo sem controle durante o
ciclo do ouro e o inicio da exploracdo de minérios
de ferro e manganés na década de 80. Além do
arsénio, a mineragdo pode carrear varios outros
metais, tais como Cu, Zn e Pb que também s&o
prejudiciais aos seres humanos. Varios estudos
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comprovaram a contaminacdo por arsénio da
agua, do solo e dos sedimentos no quadrilatero
ferrifero. [5], [11-14].

Na regido de Ouro Preto/MG, as grandes
areas de mineracdo trazem como consequéncia 0
aumento da concentracdo de arsénio nas bacias
hidrograficas do rio do Carmo, pertencente a bacia
do rio Doce, e do rio das Velhas, principal
afluente do Rio S&o Francisco. Assim encontra-se
arsénio em captacOes de aguas, em galerias de
minas antigas, em bicas e chafarizes. A maior
concentracdo de arsénio é no inicio do periodo
chuvoso, pois neste periodo, a chuva carreia todo
0 arsénio das galerias, jogando-o0 nos rios e lagos
[15].

A remocao de As pode ser feita através de
resina de troca idnica, tratamento eletroquimico e
precipitacdo, entretanto muitas vezes esses
processos sdo inadequados, principalmente
quando o metalGide estd em baixa concentracao;
outro empecilho é o custo elevado da aplicacdo
desses métodos [16].

Uma técnica de remocdo que estd se
consolidando é o tratamento biol6gico, por se
tratar de um processo natural, in situ, que promove
um tratamento adequado no meio, com custo
relativamente baixo, em comparacdo com
alternativas convencionais de tratamento. A
fitorremediacdo oferece varias vantagens: por ser
uma tecnologia relativamente barata, permite seu
emprego em grandes extensdes de &rea. E
aplichvel a um grande numero de poluentes
organicos e inorganicos, tornando-se ecoldgica e
socialmente satisfatoria, e seus procedimentos
realizados in situ associam-se a tecnologias mais
tradicionais [2].

Pesquisas sobre fitorremediacdo sao
recomendadas a algumas espécies de plantas
terrestres e aquaticas, pelo potencial de toleréncia
e acumulacdo de poluentes como As. Nesta linha,
a biorremediacdo tem sido estudada em
microrganismos, como as bactérias, as microalgas,
os fungos filamentosos e as leveduras, e tem-se
verificado a eficiéncia dos mesmos, sendo capazes
de remover o poluente. Em especial, as
cianobactérias devem ser estudadas para serem

aplicadas em técnicas de biorremediacéo,
porquanto sdo constantemente encontrados em
ambientes contaminados por As [16].

A remediacdo de é&reas contaminadas
torna-se necessaria e pode ser feita por meio
desses microorganismos que absorvem metais,
técnica conhecida como biorremediacdo. Esta é
baseada em um processo natural, tem custos
relativamente baixos, e vem sendo muito usada
nos ultimos tempos. Porém, ha problemas na
armazenagem, ou seja, no destino final das plantas
utilizadas, porque a biomassa é seca e estocada,
ndo podendo ser descartada em qualquer
ambiente, pois os contaminantes estdo adsorvidos
ou absorvidos na mesma. [17].

As plantas que possuem maior eficiéncia,
sendo mais resistentes aos contaminantes de maior
impacto, como 0s metais, sdo as superiores de
grande porte. O metal fica aderido no seu tecido
vegetal, principalmente na lignina, apresentando,
portanto, uma maior capacidade de acumulagdo —
sendo chamadas de hiperacumuladoras. As plantas
mais sensiveis, que nao resistem as grandes
concentragdes de metais ou qualquer outro
elemento sdo chamadas de biorremediadoras
sensiveis ou ndo tolerantes [2].

Cianobactérias, cianoficeas ou algas azuis
sdo microorganismos aerobicos fotoautotroficos,
sendo a fotossintese a sua principal fonte de
obtencdo de energia. Sdo classificadas como
procariontes, portanto, muito  semelhantes
bioguimica e estruturalmente as bactérias [18]. O
aumento da incidéncia de floragdo de microalgas e
cianobactérias é resultado da eutrofizacdo dos
ambientes aquaticos devido ao enriquecimento
artificial desses ecossistemas. A comunidade
fitoplanctonica que vive na coluna d’agua
responde rapidamente ao processo eutrofico,
culminando com um decréscimo na diversidade de
espécies e predominancia de espécies de
cianobactérias [19].

Estas cianobactérias, ap0s passarem por
um teste de toxicidade para verificar seu potencial
toxico, podem ser utilizadas como biorreme-
diadoras, ajudando a eliminar os metais da agua,
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com a vantagem sobre os demais, pois sua
biomassa é pequena, o que facilita o descarte.

O presente trabalho tem por objetivo
avaliar o potencial de cianobactérias do género
Microcystis sp, ndo produtoras de toxinas,
provenientes de lagos de pesque-pagues da Regido
dos Inconfidentes- MG, na biorremediacdo de
agua contaminadas por Arsénio.

Experimental

Produgdo de biomassa da cianobactéria
Microcystis sp

A producdo de biomassa foi feita com o
cultivo de Microcystis sp, isolada de lagos de
pesque-pague, através da repicagem em meio
liguido ASM-1 em frascos Erlenmeyers, e
conservada sob condicbGes fotoautotrdficas de
crescimento: as culturas foram mantidas a
temperatura de 21,0+2,0°C, iluminacdo média de
230uE/sm? proveniente de lampada fluorescente e
fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro [16], [20].

Avaliacdo do crescimento da cianobactéria
Microcystis sp em meio contendo arsénio por
avaliacéo do teor de clorofila a.

Culturas de 10 frascos da cianobactéria
Microcystis sp  foram  concentradas  por
centrifugacdo (Centrifugador Excelsa 3, modelo
204-SB, Fanem) a uma velocidade de 3.500
rotagdes por minuto (rpm), durante 5 minutos, a
temperatura ambiente (25°C). Apds a primeira
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso com &gua destilada e
agitacdo por meio de vortex (Certomat® MV — B.
Braun Biotech International). Este processo foi
repetido por mais duas vezes, obtendo-se um pélet
composto exclusivamente por cianobactérias [16],
[17].

200mL de meio ASM-1 foram distribuidos
em 8 frascos Erlenmeyers. Ajuntou-se a seguir a
solucdo de As preparada a partir de arseniato de
sodio  (NapAsHO,.7H,0), nas  seguintes
concentragdes: 0; 50,0; 150,0; e 250,0mg/L. Na

sequéncia inocularam-se aliquotas de 1000uL do
pélet. Para cada concentracdo foram feitas 4
réplicas (Figura 1).

Figura 1: Experimento com diferentes concentracdes
de arsénio, para determinag&o de clorofila a.

Apbs 10 dias de exposicdo ao As, as
culturas contidas em  Erlenmeyers foram
transferidas para tubos de centrifuga. Em seguida,
foram centrifugadas a uma velocidade de
3.500rpm, durante 20 minutos, a temperatura
ambiente, sendo o sobrenadante descartado e o
concentrado de células ressuspenso em 1mL de
meio ASM-1. Posteriormente, as células foram
rompidas por movimentos continuos com bastéo
de vidro e agitacdo em vortex.

Os tubos foram envolvidos em papel-
aluminio, para evitar danos fotoxidativos. Aos
tubos foi acrescentado metanol (CH3;OH) 100%
(Merck®) mantendo a proporcao de 9:1 (9 mL de
CH3OH:1 mL de concentrado de células). Apos 15
minutos no escuro, a temperatura ambiente, oS
tubos foram novamente submetidos a vigorosa
agitacdo em vortex. Os extratos foram
centrifugados a uma velocidade de 3.500rpm,
durante 10 minutos, a temperatura ambiente, e 0
extrato metondlico foi lido em espectrofotdmetro
UV Visivel (Varian), no comprimento de onda de
665,2 nm (A665,2), correspondendo a Chl a,
sendo o metanol puro usado como branco.

O célculo da concentragdo de clorofila a
foi feito com base na formula:
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C=A.4a, onde:
C = concentracdo de Clorofila a (ug/mL);
A = absorvancia; e
a = coeficiente de absortividade para a clorofila,
extraida com metanol (12,7).

Determinacdo do acumulo de arsénio pela
Microcystis sp.

Para realizar a avaliacdo do acumulo de As
pela cianobactéria Microcystis sp procedeu-se de
forma anéloga a determinacdo do teor de clorofila
a, utilizando as mesmas concentracgdes de Arsénio,
em duplicata.

Apo6s 10 dias de exposicdo ao As, as
culturas contidas nos Erlenmeyers foram
concentradas por centrifugacdo a uma velocidade
de 3.500rpm, durante 10 minutos, a temperatura
ambiente (25°C). Ap0s a primeira centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspenso com agua destilada e agitacdo por
meio de vortex. Este processo por mais duas
vezes, obtendo-se um  pélet  composto
exclusivamente por cianobactérias.

O pélet foi seco em estufa a 60°C, depois
foi resfriado a temperatura ambiente e em seguida
foi feita a mineralizacio com solugédo
nitroperclorica 3:1. ApO6s a mineralizagdo, o
material foi encaminhado ao Laboratério de
Geoquimica Ambiental do Departamento de
Geologia da Escola de Minas da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP) para realizar a
leitura no Espectrémetro de Emissdo Optica com
Plasma Indutivamente Acoplado — ICP OES
(Spectro Ciros modelo CCD) da quantidade de
arsénio acumulada nas cianobactérias.

Resultados e Discussao

A solucdo-estoque de As utilizada foi
preparada com concentragdo de 50,0 mg As/L.
Esta foi lida no ICP OES para determinar sua real
concentragdo, sendo o resultado encontrado 56,5
mg As/L.

Os resultados da avaliagédo do crescimento
da cianobactéria Microcystis sp em meio contendo

arsénio por determinacdo do teor de clorofila a,
estdo compilados na Tabelal.

O aumento do teor de clorofila a em
presenca de Arsénio (As) (tabela 1) é justificado
pelo fato do (As) estimular a producdo de
clorofila, participando ativamente do metabolismo
das cianobactérias, e corrobora os relatos de as
mesmas serem relativamente resistentes aos seus
efeitos toxicos, [21], [22].

Souza (2007) [16] pondera que a reducdo
do crescimento € um indicio de que as
cianobactérias estdo numa condicdo de estresse
ambiental, e neste caso, 0 (As), por seu efeito
toxico nas células, causa efeitos deletérios ou
inibitérios nesses organismos, uma vez atingida a
concentragédo méaxima tolerante pelas
cianobactérias. Ainda em relacdo a condicdo de
estresse, € embora haja poucos relatos sobre o
efeito direto do (As) nos sistemas de pigmentos,
Mathis e Kleo (1973) [23] afirmam que o teor de
clorofila a pode ser alterado nessas condicées, o
que leva a alteracGes no crescimento de plantas ou
de microrganismos sintetizantes, como as
cianobactérias.

Determinacdo do acUmulo de arsénio pela
Microcystis sp.

Os resultados da leitura das concentragdes
de Arsénio presente nas biomassas mineralizadas
e secas realizada no ICP-OES podem ser
visualizados na Figura 2, sendo média de duas
determinagdes.

O teor de Arsénio no pélet aumenta com a
concentragdo do metal no cultivo, (Figura 2).
Este efeito também foi observado por Gomes
(2005) [24], que utilizou a cianobactéria
Geitlerinema e por Souza (2007) [16] com as
espécies Nostoc piscinale e Geitlerinema
unigranulatum. Os resultados mostram que a
cianobactéria Microcystis sp respondeu bem as
concentragOes de Arsénio utilizadas apresentando
um bom potencial para sua biorremediacéo.
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Concentragcaode As na biomassa
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Figura 2: Teor de As(mg/L) na biomassa Microcystis
sp

Souza (2007) [16] expde que a acumulagéo
do As é feita por mecanismos de biossorcdo
(adsorcdao e absorcdo), via processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, tanto em células vivas
quanto em mortas, e faz uma ressalva que estes
mecanismos antecedem respostas dos organismos
ao estresse — a absorcdo do (As) pode estar
relacionado ao estagio fisioldgico das células.

As cianobactérias absorvem o (As) até a
saturacdo. Essa concentracdo € conhecida como a
méaxima tolerante. A partir dai, esta concentracdo
se torna tdxica, podendo levar a sua excrecdo que
pode ser ou ndo sob a forma metilada [16], [24].
Bottino et al. (1978) [25] identificaram a
ocorréncia da excrecdo de (As) acumulado em
células de Phormidium sp., Hymenomonas
carteare e Tetraselmis chui, ap6s estes terem
atingindo os seus platds de absorcéo.

A relacdo entre o teor de Clorofila a
produzido e a quantidade de As acumulado, nas
diferentes concentragcdes nas quais foi exposta a
cianobactéria Microcystis sp esta ilustrada na
Figura 3.

Comparagdo dos teores de Chl g e As na biomassa

mOmg/L
m50mg/L
150 mg/L

Concentragdo (mg/L)
(=]
co
\

250 mg/L

2

1- Concentragdo de Chl a (x10')
2- Concentragdo de As

Figura 3: Comparacéo entre os teores de clorofila a e
de As acumulado na biomassa.

A concentracdo de Clorofila a diminui
com o0 aumento da absorcdo de As pela
cianobactéria (Figura 3). Jacobson e Halmann
(1982) [26] analisaram que a resisténcia das
cianobactérias pode ser devida a capacidade de
formar corpusculos de polifosfato intracelular, que
armazenam fosfato em condicdo de estresse.
Souza (2007) [16] explica que o fosfato reduz os
efeitos toxicos do (As) sobre as células, por
prevenir a entrada deste metaloide na mesma ou,
ja estando nas células, o arsénio causa poucos
danos, quando o fosfato estda presente,
provavelmente devido a competicdo que ocorre
pelas rotas metabdlicas, como a fosforilacdo
oxidativa e a sintese de membranas.

Além do crescimento e da absorcao,
Gomes (2005) [24] e Souza (2007) [16] salientam
que a quantidade de biomassa utilizada é outro
fator importante em estudos de biorremediagéo de
arsénio por cianobactérias, expondo que néo
existe na literatura uma padronizacdo do valor da
biomassa a ser empregada na conducdo dos
experimentos, a fim de obter uma resposta
adequada a concentragdo do (As). Esta observacéao
se faz necesséaria devido ao valor da biomassa
produzida ser diretamente proporcional a
quantidade de sitios de ligacdo disponiveis, e estes
facilitam os processos de absorcdo do (As) pelas
cianoficeas [24]. Diante desta falta de
uniformidade, Gomes (2005) [24] sugere que seja
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utilizado nos experimentos no minimo 1,0 g de
biomassa seca.

Tabela 1: Concentracdo de Clorofila a (I1g/mL)

Leitura de absorvancia (665

Teor de Clorofila a na biomassa

nm)
[As] mg/L A B Média A B Meédia
0,00 0,641 0,720 0,681 = 0,059 8,012 9,000 8,506 = 0,699
50,00 1,255 1,081 1,168 + 0,123 15,687 13,512 14,599 £ 1,538
150,00 1,023 1,170 1,097 + 0,104 12,787 14,625 13,706 + 1,300
250,00 0,915 1,032 0,973 = 0,083 11,437 12,900 12,168 + 1,035
Conclustes [4]D. Q. HUNG, O. NEKRASSOVA, R.G.

A cianobactéria Microcystis sp gerou biomassa
em ambientes contaminados por (As). O teor de
Clorofila a produzida foi maior onde o metaloide
estava presente no meio de cultivo. Elas também
foram capazes de absorver o Arsénio, diretamente
proporcional a sua concentragdo no meio,
mostrando-se com potencial de biorremediagéo
para altas concentragdes deste poluente.
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